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Sur les propriétés immunisantes 
des parois de Bruce/la abortus souche 45/20 (1) 
1. - Obtention des parois 
par Ch. PILET et Y. LE GARREC 
En ces dernières années, l'étude des propriétés immunogènes 
des parois de bactéries à Gram négatif a retenu l'attention des cher­
cheurs. C'est ainsi qu'a pu être démontrée notamment l'activité 
immunisante des parois de Pasteurella tularensis (11), Bordetella 
pertussis (12), Pasteurella pestis (4) et Brucella (1), (5), (6), (10). 
L'étude des parois revêt une singulière importance tant sur le 
plan dogmatique que sur le plan pratique. 
Les propriétés immunisantes des parois de Brucella éclairent d'un 
jour nouveau le problème du mécanisme de l'immunité antibrucel­
lique. Il semble en effet maintenant démontré que l'immunité 
antibrucellique ne soit pas exclusivement - comme on l'a cru 
pendant longtemps - une immunité de prémunition. 
L'étude des parois de Brucella présente en outre un intérêt pra­
tique qui découle directement de l'intérêt dogmatique précédem­
ment signaié. Il est permis en effet d'espérer prochainement une 
vaccination contre la brucellose réalisée non seulement à l'aide de 
parois de Brucella mais peut-être à l'aide d'une fraction biochimique 
des parois de cette bactérie. 
Nous avons utilisé pour notre étude, la souche Brucella 
abortus 45/20 dont les qualités immunisantes et l'absence de pou­
voir agglutinogène a été démontrée par ailleurs (9), (2), (3). 
L'obtention de parois parfaitement pures, c'est-à-dire totalement 
exemptes de constituants cytoplasmiques s'avère indispensable à 
l'étude des propriétés chimiques, antigènes et immunogènes de ces 
parois qui feront l'objet de communications ultérieures. 
(1) Chaire de Pathologie des maladies contagieuses. (Laboratoire de 
recherches sur la brucellose). Ecole Nationale Vétérinaire d'Alfort. Travail 
réalisé dans le cadre de l' 1. N. R. A. 
Cette note ne constitue qu'un résumé des travaux efTectués. Les détails 
expérimentaux seront publiés prochainement dans une autre revue. 
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L'obtention de parois très pures nous est apparue moins facile à 
réaliser que ne le laissaient supposer certaines publications anté­
rieures. 
Quatre stades doivent être envisagés dans cette préparation 
1) l'extraction du cytoplasme; 
2) l'isolement des parois ; 
3) la purification des parois ; 
4) le contrôle de la pureté de ces parois. 
Nous avons utilisé comme matériel de départ, des culots de cen­
trifugation lavés en eau distillée, de Brucella abortus obtenues par 
culture en masse. 
1) Extraction du cytoplasme. 
• Le broyage mécanique dans l'appareil vibreur de M1cKLE nous 
a fourni des rendements inférieurs aux autres procédés. 
• Plus intéressants se sont montrés les procédés physiques (con­
gélation-décongélation et ultra-sons). 
Les congélations-décongélations répétées successivement 8 fois 
sur des suspensions en eau distillée comportant 500 milliards de 
germes au ml, ont permis d'obtenir facilement la rupture des parois 
mais ces dernières présentaient des déformations et le rendement 
s'est avéré faible par rapport aux autres procédés. Les suspensions 
microbiennes étaient placées dans des flacons à plasma. et soumises 
à la congélation en couches minces et concentriques à - 72° C 
pendant 30 minutes puis à une décongélation par un séjour de 
15 minutes à 40° C. 
Le traitement des bactéries par les ultra-sons a été réalisé 
comme suit: 
une suspension de Br. abortus 45/20 tuée par l'acétone et conte­
nant 140 mg de bactéries en poids humide par ml a été soumise 
à des vibrations soniques dans un appareil type RA YTHEON produi­
sant une fréquence de 9 kc. 
Le contrôle par le microscope électronique a montré qu'après une 
demi-heure de traitement les parois avaient subi un début de rup­
ture. 
Après une heure on obtient un fort pourcentage de rupture mais 
les parois sont déjà transformées en fragments. De ces petites parti­
cules, il est difficile ensuite d'éliminer le cytoplasme dans sa tota­
lité. 
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• En fait, ce sont les méthodes enzymatiques qui nous ont donné 
les meilleurs résultats et notamment la digestion trypsique. 
Les bactéries traitées par l'éthanol à 70 % pendant 48 heures 
sont soumises ensuite à l'action de la trypsine en milieu tamponné. 
Il y a lieu de souligner que plusieurs trypsinations sont nécessaires 
pour éliminer tout le cytoplasme. 
Les méthodes physiques et chimiques associées (action des ultra­
sons suivie d'un traitement par la trypsine) nous ont également 
donné de bons résultat:; mais pour les raisons énoncées plus haut, 
la purification s'avère plus difficile. 
2) 1 salement.
Quelle que soit la méthode utilisée (ultra-sons ou trypsine) la 
séparation des parois et des bactéries entières n'est jamais com­
plète. 
Nous avons pour pratiquer l'isolement, utilisé deux méthodes : 
a) la centrifugation dans un gradient de densité ; 
b) la centrifugation différentielle. 
Technique élégante, l'isolement dans un gradient de densité a 
cependant été abandonné étant donné son faible rendement. Nous 
utilisons uniquement maintenant la centrifugation différentielle 
(1.500 g et 27.000 g). 
3) Purification.
Les parois recueillies comportent encore pour certaines d'entre 
elles quelques îlots de cytoplasme qu'il convient d'extraire - ces 
purifications ont été réalisées par lavages successifs en eau distillée 
ou mieux en tampon phosphate de pH 7,1. 
La purification peut être parfaite par l'action de la ribonucléase 
et de la désoxyribonucléase, technique que nous utilisons actuelle­
ment. 
4) Contrôle.
La valeur des résultats de l'étude chimique, antigène et immu­
nogène des parois de Brucella abortus est évidemment fonction de la 
pureté des produits obtenus. 
Le contrôle au microscope électronique s'avère indispensable en 
la matière. Chaque lot de production de parois doit subir ce contrôle 
avant d'être soumis aux examens ultérieurs. 
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Conclusion. 
La méthode d'extraction enzymatique par la trypsine suivie 
d'un isolement par centrifugation différentielle et d'une puri­
fication par lavage, nous a donné les meilleurs résultats dans la 
préparation de parois de Brucella abortus 45/20 exemptes de 
constituants protoplasmiques. Il s'agit là d'une première étape 
dans l'isolement de la substance chimique immunisante qui nous 
permettra peut-être d'utiliser prochainement en matière de vacci­
nation antibrucellique une fraction biochimique de la bactérie, aux 
lieu et place de la bactérie entière. 
Nous prions M. le Professeur GRASSÉ, Directeur du Laboratoire de Micros­
copie électronique appliquée à la Biologie (C. N. R. S.) et M. GruNTINI, 
Chef du Service de Microscopie Electronique de l'Institut Pasteur, d'accepter 
nos vifs remerciements pour les nombreux contrôles au microscope électro­
nique, qu'ils nous ont permis d'effectuer. 
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